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肿瘤坏死因子α调节乳腺癌SK-BR-3细胞中
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Abstract: Objective  To investigate the expression level and role of Krüpple-like factor 4 (KLF4) in tumor 
necrosis factor α (TNFα) stimulated breast cancer cells SK-BR-3, and to identify the related mechanism. 
Methods  Breast cancer cells SK-BR-3 were stimulated by TNFα at different concentrations (0, 1, 5, 10, 
20 ng/mL) for 24 h. Adenovirus expression vectors of pAd-GFP and pAd-GFP-KLF4 were constructed and 
used to infect breast cancer cells SK-BR-3.Western blot was performed to detect KLF4 expression level. Flow 
cytometry and DAPI staining were used to investigate cell apoptosis. Results  KLF4 expression levels were 
increased significantly in TNFα-stimulated breast cancer cells SK-BR-3 with more TNFα concentration. Flow 
cytometry and DAPI staining results showed that TNFα induced SK-BR-3 apoptosis. Flow cytometry results 
showed KLF4 overexpression promoted the apoptosis of TNFα-stimulated breast cancer cells SK-BR-3. 
Conclusion  TNFα could induce KLF4 expression in breast cancer cells SK-BR-3, and KLF4 participates in 
cell apoptosis of TNFα-induced breast cancer cells SK-BR-3.
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摘  要：目的  探讨肿瘤坏死因子α（TNFα）对乳腺癌SK-BR-3细胞中Krüppel样因子4（KLF4）表达

的影响，明确KLF4在促进乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡中的作用机制。方法  用不同浓度TNFα（0、1、

5、10、20 ng/ml）刺激乳腺癌SK-BR-3细胞，采用Western blot法检测KLF4表达水平；用流式细胞术

和DAPI染色法分析细胞凋亡情况。结果  随着刺激浓度的增高，KLF4表达水平呈剂量依赖性逐渐增

多。流式细胞术和DAPI染色显示，TNFα可诱导乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡。构建pAd-GFP和pAd-GFP-
KLF4腺病毒表达载体，在乳腺癌SK-BR-3细胞中过表达GFP或GFP-KLF4，再给予TNFα刺激后，流式

细胞术观察结果显示，KLF4过表达可促进乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡。结论  TNFα可诱导乳腺癌SK-
BR-3细胞中KLF4表达，KLF4参与了TNFα诱导的乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡过程。
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瘤分子机制研究

·基础研究·

乳腺癌早期即可发生血行及淋巴转移，为乳腺癌

的诊治带来极大的不利[1-2]。如何控制乳腺癌细胞

增殖并诱导凋亡仍是目前防治乳腺癌过程中亟待

解决的重要问题。近年发现，KLF（Krüpple-like 
factors）家族中的Krüppel样因子 4（KLF4）是一

种多能转录因子[3-4]。KLF4不仅调节细胞增殖、分

化和炎症基因表达，而且也是将体细胞重编程为

类多能干细胞（iPS）必不可少的4种转录因子之

一[5]。KLF4与多种肿瘤的发生、发展有关，膀胱

癌、结直肠癌、食管癌、前列腺癌中均发现KLF4
表达降低[6-9]。我们前期研究发现，KLF4在乳腺浸

润性导管癌组织中的表达下调，并与乳腺癌的恶

性程度及预后相关，但其分子机制并不清楚[10]。

0  引言
乳腺癌是严重威胁妇女健康的一种恶性肿

瘤。由于乳腺组织富含淋巴管网且血运丰富，故
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图1  Western blot观察不同浓度的TNFα诱导乳腺癌SK-
BR-3细胞中KLF4表达
Figure1  KLF4 expression in breast cancer cells SK-
BR-3 induced by different concentrations of TNFα for 24 h 
examined by Western blot

为了进一步明确KLF4在乳腺癌中的作用机制，本
研究应用肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor，
TNFα）作用于乳腺癌SK-BR-3细胞，观察KLF4的
表达变化及其与乳腺癌细胞增殖和凋亡的关系，
并应用腺病毒载体介导KLF4过表达，观察KLF4对
TNFα诱导的乳腺癌细胞凋亡的影响。

1  材料与方法
1.1  细胞株和细胞培养

乳腺癌SK-BR-3细胞购自中国科学院上海生命
科学研究院细胞资源中心。用含10%胎牛血清、
100 u/ml青霉素、100 ng/ml链霉素的RPMI 1640培养
液置于37℃、5%CO2、相对湿度90%的培养箱中培
养，定期换液传代，取对数生长期细胞用于实验。
1.2  分组方法

用含10%胎牛血清及100 u/ml青霉素、100 ng/ml
链霉素的RPMI 1640培养液培养新传代的乳腺癌
SK-BR-3细胞48 h，加入不同浓度的TNFα（0、1、
5、10、20 ng/ml）刺激24 h，用Western blot、流式
细胞术、DAPI染色方法分析不同剂量刺激的KLF4
的表达量以及凋亡程度。用pAd-GFP-KLF4或pAd-
GFP感染乳腺癌SK-BR-3细胞，48 h后加入10 ng/ml
的TNFα继续培养48 h后收集细胞，用流式细胞术
分析细胞周期及凋亡情况。 
1.3  主要试剂

RPMI 1640培养液购自Gibico公司，胎牛血清
购自Biological公司，胰蛋白酶消化液购自Sigma公
司，TNFα购自Pepro Tech公司，人KLF4抗体购自
ABGENT公司，β-actin抗体购自Santa Cruz公司，
羊抗兔二抗和羊抗小鼠二抗购自Epitomics公司，
ECL化学发光试剂购自Millipore公司，DAPI和PI
染料购自Sigma公司，M-MLV购自Promega公司，
SYBR qRCR试剂盒购自Invitrogen公司。
1.4  腺病毒表达载体的构建

以含人KLF4基因全长cDNA序列的质粒pGFP-
KLF4质粒为模板扩增GFP-KLF4和GFP cDNA序
列，将其重组至腺病毒载体pAD/CMV/V5-DEST 
vector（Invitrogen公司）构建GFP-KLF4和GFP腺
病毒质粒pAd-GFP-KLF4和pAd-GFP。按照试剂盒
说明书，用脂质体Lipofectamine 2000（Invitrogen
公司）将以上质粒转染至A293细胞中进行病毒包
装。A293细胞上清液用于感染SK-BR-3细胞。
1.5  Western blot分析

收集各组细胞，重悬于细胞裂解液（1 % 
NP40，150 mmol/L NaCl，50 mmol/L Tris-HCl， 
pH7.5，10%甘油，1 mmol/L Na3VO4，1 mmol/L 
PMSF，1 mmol/L DTT）中，冰浴30 min，使细胞
充分裂解。4℃，8 000 r/min离心10 min，收集上清

液，用改良的Lowry法进行蛋白定量。100 μg蛋白
样品经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离、转膜、脱脂
奶粉封闭后，分别与KLF4抗体和β-actin抗体及相
应二抗进行反应，ECL化学发光试剂检测结果。信
号强度用Bio 1D图像分析软件进行相对定量分析。
1.6  细胞周期及凋亡检测

取对数生长期SK-BR-3细胞接种于6孔板，培
养24 h后，加入TNFα作用于细胞24 h，收集各孔
细胞及上清液，离心弃上清液，用冷PBS洗2次，
调整各孔细胞数量为1×106个，加入预冷的70%乙
醇固定细胞，4℃过夜。离心收集细胞，PBS洗过
后，加入含50 μg/ml PI、100 μg/ml RnaseA、0.2% 
Triton X-100工作液500 μl，孵育15 min后流式细胞
仪检测。实验重复3次。
1.7  DAPI荧光染色

爬片培养的SK-BR-3细胞，经TNFα刺激24 h
后，于4%多聚甲醛固定，1% Triton X-100-PBS透
化20 min，10 μg/ml DAPI染色5 min，洗去多余染
液，荧光封片剂封片后，于Olympus BX53荧光显
微镜下观察。
1.8  统计学方法

应用SPSS16.0统计软件进行处理，所有数据
以均数±标准差（x±s）表示。均数比较采用t检
验或多因素方差分析（One-way ANOVA），以P
＜0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  TNFα诱导乳腺癌SK-BR-3细胞中KLF4表达

乳腺癌SK-BR-3细胞经不同浓度的TNFα（0、
1、5、10、20 ng/ml）刺激24 h后，进行Western blot分
析。结果显示，随着TNFα浓度的增加，乳腺癌SK-
BR-3细胞中KLF4表达水平呈逐渐增高趋势，见图1。

2.2  TNFα诱导乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡
乳腺癌SK-BR-3细胞经TNFα（0、10 ng/ml）

刺激24 h后，进行流式细胞术和DAPI染色分析乳
腺癌SK-BR-3细胞凋亡和周期进程。结果显示，
TNFα刺激后，应用流式细胞术检测到的乳腺癌SK-
BR-3细胞凋亡细胞比例显著增多（Veh：4.27%；
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TNFα：30.19%），见图2A。DAPI染色后，在荧光
显微镜下观察结果显示，TNFα刺激后，可见乳腺
癌SK-BR-3细胞呈现核固缩，见图2B。
2.3  腺病毒载体介导GFP-KLF4在乳腺癌SK-BR-3
细胞表达

用腺病毒载体pAd-GFP和pAd-GFP-KLF4感染
乳腺癌SK-BR-3细胞48 h后，荧光显微镜下观察。
通过腺病毒载体介导使GFP及GFP-KLF4在乳腺癌
SK-BR-3细胞中高表达。GFP在胞质和胞核中均有
分布，GFP-KLF4则主要定位在细胞核中，见图3。

恶性肿瘤的30%，排名女性恶性肿瘤发病率第一
位。在我国北京、上海、天津等大城市的统计显
示乳腺癌同样是我国女性最常见的恶性肿瘤，且
发病率呈逐年上升趋势[12]。有统计显示乳腺癌在
我国的发病率占恶性肿瘤发生率的10%左右[12]。

KLF家族是一类重要的基础转录因子，在细胞
生长、增殖、分化以及凋亡等多种病理生理过程
中发挥调节作用[4]。KLF4是KLF家族成员之一，
该基因通过作用于靶基因的转录调节区，以多种
不同机制对靶基因转录过程起到抑制或活化的双
重作用 [13]。KLF4在肺、皮肤、睾丸、胸腺、角
膜、心肌细胞以及淋巴细胞中均有表达，对人体
的发育、细胞的分化以及正常组织的内稳态均有
重要影响[4]。许多研究表明KLF4与多种肿瘤的发
生、发展有关；在不同的肿瘤组织中，KLF4既可
以作为一个癌基因也可以成为一个抑癌基因[14-16]。
乳腺癌组织标本中KLF4的表达水平随着侵袭性程
度的增加而逐渐降低，这表明KLF4在乳腺癌组织
中发挥抑癌作用，但其作用机制还不是很明确。
Akaogi等[15]证实，KLF4可通过转录激活雌激素受
体α抑制雌激素依赖性乳腺癌生长。但也有研究显
示，KLF4的核定位与乳腺癌的不良预后有关[16]。
我们前期研究发现[11]，KLF4在乳腺浸润性导管癌
组织中表达下降，然而KLF4在乳腺癌细胞中发挥
的作用及其分子机制目前尚不清楚。

TNFα能够广泛地作用于肿瘤细胞，促进细胞
的凋亡。TNFα作用于乳腺癌SK-BR-3细胞后，应
用Western blot法，可检测到TNFα以剂量依赖性方
式诱导乳腺癌SK-BR-3细胞中KLF4表达。应用流
式细胞术和DAPI染色法进行检测，发现TNFα在诱
导KLF4表达的同时诱导乳腺癌细胞凋亡。那么，
KLF4表达是否与乳腺癌细胞凋亡有关呢？为了进

A: effect of TNFα on cell apoptosis of breast cancer cells SK-BR-3 detected 
by flow cytometry; B: morphological change of TNFα-induced breast cancer 
cells SK-BR-3 detected by DAPI staining. Veh: control group; TNFα: 10 ng/ml 
TNFα group; *: P<0.05, compare with control group

图2  TNFα诱导乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡
Figure2  TNFα-induced apoptosis of breast cancer cells SK-BR-3 
detected by flow cytometry and DAPI staining

图3  GFP和GFP-KLF4在乳腺癌SK-BR-3细胞表达
Figure3  Expression of GFP and GFP-KLF4 in breast 
cancer cells SK-BR-3

2.4  KLF4促进TNFα介导的乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡
应用腺病毒载体感染乳腺癌SK-BR-3细胞48 h

使之表达KLF4后，再用10 ng/ml TNFα作用于细
胞48 h，应用流式细胞术分析细胞凋亡和周期进
程。如图4所示，KLF4过表达可显著增加乳腺癌
SK-BR-3细胞中凋亡细胞的比例（GFP：2.35%；
GFP+TNFα：22.27%；GFP-KLF4：22.97；GFP-
KLF4+TNFα：36.75%）。

3  讨论
乳腺癌是女性最常见恶性肿瘤。2011年美国

CA杂志公布的最新统计数据显示[11]，美国2011年
预计将有230 480例女性罹患乳腺癌，占女性新发
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一步证实KLF4是否参与了乳腺癌细胞凋亡进程，
我们构建pAd-GFP-KLF4腺病毒表达载体，并用之
感染乳腺癌SK-BR-3细胞，使外源性KLF4在乳腺
癌细胞中过表达。结果显示，外源性KLF4过表达
的乳腺癌SK-BR-3细胞中，凋亡细胞比例明显增
多；TNFα刺激后，与GFP组相比，GFP-KLF4表
达组凋亡细胞比例进一步增多。以上结果表明，
KLF4参与了TNFα诱导的乳腺癌SK-BR-3细胞凋亡
过程。乳腺癌SK-BR-3细胞是一类HER-2过表达
的乳腺癌细胞，然而HER-2与KLF4表达之间关系
的尚不清楚。TNFα诱导KLF4表达调节乳腺癌SK-
BR-3细胞凋亡的过程中HER-2发挥着何种作用，
尚有待于进一步研究。

KLF4是一个复杂的转录因子，根据内环境的
不同既可以是转录激活因子也可以对转录起抑制
作用，可以是癌基因也可以作为一个抑癌基因。
我们的研究结果提示，在乳腺癌SK-BR-3细胞中，
KLF4可通过参与TNFα诱导的细胞凋亡而抑制肿瘤
细胞增殖和发展进程。KLF4是如何诱导乳腺癌细
胞凋亡，其转录调控机制是什么，这些问题均值
得进一步探讨。
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*: P<0.05, compared with GFP group; #: P<0.05, compared with GFP+TNFα group; &: P<0.05, compared with GFP-KLF4 group 

图4  KLF4促进TNFα介导的SK-BR-3乳腺癌细胞凋亡
Figure4  KLF4 promoted TNFα-induced apoptosis of breast cancer cells SK-BR-3 


